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kvalitativna ali kvantitativna lastnost, ki določa klavno kakovost, npr. 
klavnost, razmerje med količino mesa, maščobnega tkiva in kosti, 
barva mesa in maščobnega tkiva 
Pitovna 
lastnost 
kvantitativna lastnost, ki jo spremljamo v času pitanja živali, npr. 
telesna masa, dnevni prirast, izkoriščanje krme, pogin živali 
Mikro RNA  
 
kratka nekodirajoča RNA, ki postranskripcijsko uravnava izražanje 
večjega števila tarčnih genov preko komplementarne vezave na tarčno 
mesto, npr. mRNA 
Metoda PCR  metoda, s katero pomnožimo odsek DNA v številne kopije s 
ponavljanjem ciklov denaturacije, prileganja začetnih 
oligonukleotidov in podaljševanja DNA s polimerazo Taq in je osnova 
za številne aplikacije, npr. kloniranje, sekvenciranje, mutagenezo in 
genotipizacijo 
Sekvenciranje postopek določanja nukleotidnega zaporedja 
 
OKRAJŠAVE IN SIMBOLI 
 
miRNA Mikro RNA (angl. microRNA) 
mRNA Informacijska RNA (angl. messenger RNA) 
SNP Polimorfizem posameznega nukleotida (angl. single nucleotide 
polymorphism) 
PCR Verižna reakcija s polimerazo (angl. polymerase chain reaction) 
QTL Lokus kvantitativne lastnosti, kvantitativni lokus (angl. quantitative 
trait locus) 
RISC  Z RNA inducirani utiševalni kompleks (angl. RNA-induced silencing 
complex) 
TF Transkripcijski dejavnik (angl. transcription factor) 
ZO Začetni oligonukleotid (angl. primer) 
GLM  Posplošeni linearni modeli (angl. general linear models) 
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Mikro RNA (miRNA) so kratka, približno 22 nukleotidov dolga nekodirajoča zaporedja. 
Vplivajo na izražanje okoli 30% genov v genomu živali. Raziskave so pokazale, da imajo 
miRNA vlogo pri številnih fizioloških vidikih razvoja živali. Pri rejnih živali se raziskovalci 
osredotočajo na odkrivanje povezav med miRNA in fenotipskimi lastnostmi, ki prispevajo 
k ekonomičnosti prireje. Pri tem je potrebno razumeti, da sta znotraj mehanizma uravnavanja 
genov z miRNA v grobem dve poti delovanja. Mikro RNA lahko neposredno uravnava 
izražanje genov in posledično fenotip živali. V nasprotnem primeru je lahko uravnavana 
sama miRNA in njeno delovanje s strani različnih regulatornih elementov (Wang in sod., 
2013). 
 
Informacij o novih odkritih miRNA, novih povezavah s tarčnimi geni in novih genetskih 
elementih, ki vplivajo na mehanizme delovanja miRNA je vedno več. Za lažji pregled jih 
združujejo v podatkovne zbirke (npr. miRBase) in razvijajo bioinformacijska orodja (npr. 
TargetScan). Ker je zbirk in orodij vse več, so informacije o posamezni miRNA razpršene. 
Primer, kako vse informacije za določeno miRNA zbrati v celoto so pri človeku predstavili 
Strmšek in Kunej (2014) in podobno tudi Malovrh in sod. (2018) pri govedu. Ker za miRNA 
pri kokoših prej našteti primeri še ne obstajajo, smo se odločili urediti atlas regulatornih 
elementov za izbrano miRNA na primeru kokoši. 
 
S pomočjo pregleda literature in podatkovnih zbirk smo izbrali miRNA, za katero smo 
preverjali vpliv na pitovne in klavne lastnosti pri kokoših. Za izbrano miRNA smo zbrali vse 
do sedaj poznane genomske informacije v podatkovnih zbirkah in bioinformacijskih orodjih. 
Iz pridobljenih podatkov smo sestavili regulatorni atlas. Temu je sledila analiza  
polimorfizmov posameznih nukleotidov (SNP) znotraj gena za nekodirajočo RNA. Na 
podlagi zbranih podatkov smo nato v poskusni populaciji kokoši preverili morebiten obstoj 
značilne povezave med polimorfizmi in določenimi kvantitativnimi lastnostmi. V kolikor bi 
ugotovili, da polimorfizem vpliva na izražanje kvantitativne lastnosti, lahko z 
biooznačevalcem identificiramo genotip živali in to informacijo vključimo v selekcijske 
programe. 
 
V raziskavi smo si zastavili dva glavna cilja: 
1. S pomočjo genomskih orodij in podatkovnih zbirk, ki so na voljo, izdelati atlas 
regulatornih elementov za gga-mir-1658. 
2. Preveriti povezavo med SNP-ji v gga-mir-1658 s pitovnimi in klavnimi lastnostmi pri 
kokoših. Pri tem smo postavili hipotezo, da polimorfizmi posameznih nukleotidov v izbranih 
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2 PREGLED OBJAV 
 
2.1 BIOGENEZA miRNA 
 
Geni za miRNA se nahajajo znotraj zapisov protein-kodirajočih genov ali v medgenskih 
regijah. RNA-polimeraza (II ali III) jih prepiše v primarne miRNA (pri-miRNA), ki so lahko 
dolge do tisoč baznih parov (Bartel, 2004). V jedru encim Drosha cepi pri-miRNA na krajše, 
60-70 nukleotidov dolge, prekurzorske miRNA (pre-miRNA). Na tej stopnji potem zapustijo 
jedro in v citoplazmi jih cepi encim Dicer (Lee in sod., 2002). Ta odcepi zanko in ostaneta 
dve komplementarni miRNA, dolgi od 19 do 24 nukleotidov. Sekundarna struktura miRNA 
je prikazana na sliki 1. Predvideva se, da Dicer vsebuje tudi helikazo, ki verigi loči (Ketting 
in sod., 2001). Ena se razgradi, druga, zrela miRNA, pa vstopi v kompleks RISC (angl. RNA-
induced silencing complex). Ta kompleks deluje kot mediator med miRNA in njeno tarčo 
ter ji omogoča utišanje ali aktivacijo izražanja genov (Hammond in sod., 2001). 
 
 
Slika 1: Sekundarna struktura miRNA s prikazanimi mesti, kjer cepita Drosha in Dicer 
(prirejeno po Jevšinek Skok in sod., 2013) 
 
2.2 MEHANIZEM DELOVANJA miRNA 
 
Da lahko miRNA vpliva na izražanje genov, mora najprej prepoznati tarčno mesto na 
informacijski RNA (mRNA). Večina miRNA tarč leži na 3' koncu zaporedja mRNA. Pri 
prepoznavanju in vezavi tarče je ključna regija seed, ki jo predstavlja zaporedje med prvimi 
šestimi do osmimi nukleotidi s 5' konca miRNA. V tej regiji morata biti miRNA in mRNA  
komplementarni, medtem ko je komplementarnost med celotnim zaporedjem miRNA in 
mRNA lahko le delna (Brennecke in sod., 2005). Glede na stopnjo skladnosti je odvisno tudi 
po katerem od treh mehanizmov bo miRNA vplivala na izražanje genov. V primeru popolne 
komplementarnosti pride do cepitve mRNA (Guo in sod., 2005). Pri živalih se najpogosteje 
pojavlja nepopolna komplementarnost, ki lahko rezultira v dve smeri: zaustavitev prevajanja 
mRNA v protein (Lee in sod., 1993) ali razgradnja mRNA zaradi deadenilacije poli-A-repa 
(Giraldez in sod., 2006). 
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Mikro RNA vplivajo na izražanje genov, vendar na delovanje njihovega celotnega 
mehanizma za utišanje genov vplivajo polimorfizmi. Ti lahko povzročajo spremembe v 
strukturi in izražanju miRNA, spremembe v tarčnih mestih ter motnje v ključnih 
komponentah za delovanje mehanizma (npr. Drosha, Dicer). Vse to prispeva k fenotipski 
variabilnosti živali, vključno z odpornostjo na bolezni in ostalimi gospodarsko pomembnimi 
lastnostmi v kmetijstvu (Georges in sod., 2007). 
 
2.3 RAZISKAVE miRNA PRI REJNIH ŽIVALIH 
 
Odkritje miRNA in njihovega delovanja je vzpodbudilo k večjemu številu raziskav 
predvsem v smeri povezav z gospodarsko pomembnimi lastnostmi pri rejnih živali. Na voljo 
je vedno več informacij o posrednem vplivu miRNA na prirejo mesa, jajc, mleka, plodnost 
živali in odpornost na bolezni. V primeru, da so naštete povezave tudi eksperimentalno 
potrjene, nam miRNA lahko služijo kot biooznačevalci v selekciji (McDaneld, 2009). Nekaj 
povezav med miRNA in fenotipskimi lastnostmi pri govedu, prašičih, ovcah in kokoših je 
zbranih v preglednem članku Pogorevc in sod. (2015). Na fenotip lahko vpliva spremenjeno 
izražanje miRNA in polimorfizmi v miRNA genih. V nekaterih primerih pride do 
povišanega in v drugih primerih do znižanega izražanja miRNA genov (Obšteter in sod., 
2015). V primeru gena OLFML3 pri prašiču so odkrili, da mir-155 zavira njegovo izražanje. 
S tem mir-155 vpliva na razvoj zarodka, saj je OLFML3 vključen v procese razvoja (Zhao 
in sod., 2012). Podobno na razvoj zarodka pri govedu vpliva tudi miR-196a, ko utiša gen 
NOBOX (Tripurani in sod., 2011). Enako vplivata mir-1 in mir-206 na pitovne lastnosti pri 
prašiču. Z zaviranjem delovanja gena SFRP1 povečata rast in razvoj skeletnih mišic (Yang 
in sod., 2015). 
 
Podobno kot pri človeku, se pri živalih miRNA združujejo v družine. Združevanje temelji 
na podobnosti zaporedij v regiji seed in v zreli ali prekurzorski miRNA. Pogosto se družine 
miRNA nahajajo na istem območju genoma kot njihovi tarčni geni, kar je pomembno z 
vidika njihovega evolucijskega ohranjanja. Zanimivo je to, da so funkcije in zaporedja 
nekaterih miRNA pri človeku in živalih enake, kar spet pripisujejo ohranjanju miRNA skozi 
evolucijo. Kljub podobnosti s človekom, obstajajo primeri, ko določenih miRNA, tudi celih 
družin, odkritih pri človeku v genomu rejnih živali niso našli ali obratno. Ti primeri kažejo 
na to, da so nekatere miRNA vrstno specifične (Lawless in sod., 2014). 
 
2.4 RAZISKAVE miRNA PRI KOKOŠIH  
 
V selekcijskih programih pri kokoših težkega (mesnega) tipa dajejo velik poudarek pitovnim 
in klavnim lastnostim kot so hitra rast, dobro izkoriščanje krme in dober klavni izplen. Poleg 
okoljskih dejavnikov (npr. prehrane, mikroklime v hlevu, zdravstvene oskrbe živali itn.), 
nanje vplivajo še genetski dejavniki. Mednje spada tudi delovanje miRNA. Odkrili so že 
nekaj povezav s proizvodnostjo kokoši, predvsem z rastjo mišic (Wang in sod., 2013). 
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Ugotovili so, da miR-1, miR-133, miR-206, miR-101 in let-7b vplivajo na različne 
biokemijske poti rasti in razvoja mišic (Xu in sod., 2013). Podobno vlogo pri razvoju mišic 
ima tudi mir-223 (Li in sod., 2017). Na povezave z gospodarsko pomembnimi lastnostmi 
vplivajo tudi polimorfizmi v genih za miRNA. V pre-mir-1757 so odkrili SNP, ki je vplival 
na telesno maso in klavne lastnosti piščancev (Li in sod., 2015a). V drugi študiji so dokazali, 
da SNP spremeni strukturo pre-mir-1606 in s tem posledično vpliva na lastnosti rasti in 
klavnosti (Li in sod., 2015b). Mikro RNA pomembno vplivajo na presnovne poti že v prvih 
dneh po izvalitvi, ko se piščanci privajajo na novo krmo. Primerjava je pokazala, da je 
izražanje let-7c, miR-20b in miR-183 v jetrih nižje po valjenju. To je vplivalo tudi na 
izražanje njihovih tarčnih genov, ki sodelujejo v metabolnih poteh povezanih s presnovo 
hranilnih snovi v jetrih (Hicks in sod., 2017). 
 
V predhodnih raziskavah so z uporabo bioinformacijskih orodij in genomskih zbirk izdelali 
kataloge polimorfizmov v miRNA genih. Pri govedu so za bta-mir-2313 zbrali informacije 
v treh sklopih in sicer: 1. elemente, ki uravnavajo izražanje miRNA (angl. upstream 
regulation), 2. elemente, ki se prekrivajo z miRNA in 3. tarčne gene za miRNA (angl. 
downstream regulation) (Malovrh in sod., 2018). Z enakim pristopom je bil izdelan atlas 
regulatornih elementov za miRNA hsa-mir-34 pri človeku, ki jo povezujejo z različnimi tipi 
raka (Strmšek in Kunej, 2014). Po zgledu regulatornih atlasov za miRNA gene pri govedu 
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Testirali smo 12 SNP-jev na piščancih iz F3 generacije naključnih ponavljajočih križanj, 
katere razvoj je v svojem doktorskem delu natančno opisal Terčič (2004). V nadaljevanju na 
kratko opisujemo potek pridobitve te populacije piščancev. Izhodiščni živali (oče-petelin in 
mati-kokoš) sta izhajali iz 25. generacije dvosmerno selekcioniranih linij na veliko (D+) in 
majhno (D-) telesno maso pri 56. dneh starosti. Iz linije D+ so izbrali petelina, iz linije D- 
kokoš, ju medsebojno parili in prišli do F1 sestrske generacije. Z naključnim medsebojnim 
parjenjem F1 osebkov so oblikovali F2 generacijo, kjer so zopet izpeljali naključno parjenje 
in tako prišli do F3 generacije. Da bi se izognili parjenju v sorodstvu so se odločili, da v F2 
populaciji naključno odberejo pet petelinov (očetov) in vsakega parijo z dvanajstimi, prav 
tako naključno odbranimi F2 kokošmi. Zato je F3 generacijo sestavljalo pet družin (oznake 
družin: 1, 2, 4, 34, 13) iz katerih so fenotipsko ovrednotili 506 piščancev. Ker z enim samim 
valjenjem niso pridobili dovolj F3 piščancev, so opravili dve valjenji. Vse F3 živali, na 
katerih so izvajali meritve, so ob izvalitvi individualno označili in stehtali ter nato tehtanja 
ponovili pri 21., 42. in 55. dnevu starosti. 
 
Dan po zadnjem tehtanju (56. dan) so po uveljavljenem postopku piščance zaklali. Klanje je 
potekalo v dveh terminih in sicer 07. 03. 2002 in 04. 04. 2002. Na liniji klanja so vsaki živali 
odvzeli cca. 1,5 ml krvi in kot antikoagulant uporabili 3,8 % raztopino tri-natrijevega citrata. 
Isti dan so stehtali notranje organe, trebušno maščobo in očiščene klavne trupe. Očiščene 
klavne trupe so preko noči skladiščili v hladilnici (+4C). Naslednji dan so ločili mišičnino 
prsi, bedra in stopala ter jih stehtali. Skupno je bilo iz obeh valjenj zaklanih 506 piščancev, 
ki so pripadali petim F3 družinam in obema spoloma (Terčič in sod., 2009). V laboratoriju 
smo z molekularno-genetskimi metodami analizirali 54 vzorcev iz F3 generacije križanj. 
Vzorce smo izbrali glede na porazdelitev telesnih mas ob 55. dnevu starosti in sicer 27 
najtežjih in 27 najlažjih piščancev. Vzorci krvi so bili označeni z družino, ki ji žival pripada 
in s številko živali znotraj te družine.  
 
Za izolacijo DNA, verižno reakcijo s polimerazo (PCR) in sekvenciranje smo uporabili 
naslednji laboratorijski pribor in naprave: 
 Mikrocentrifugirka (epica) 
 Avtomatska pipeta 
 Vrstica z osmimi centrifugirkami za PCR  
 Plošče za sekvenciranje 
 Kadička 
 Centrifuga 
 Vibracijski mešalnik  
 Vodna kopel  
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 Horizontalna elektroforezna enota 
 Čitalec gelov 
 Aparat za PCR 




3.2.1 Izolacija DNA 
 
DNA smo izolirali iz krvi. V predhodno označeno mikrocentrifugirko smo  odpipetirali 100 
μl krvi in ji dodali 800 μl pufra Tris-EDTA. Nato smo mešanico premešali z vibracijskim 
mešalnikom in centrifugirali z največjo hitrostjo za 1 minuto. Po centrifugiranju smo 
odpipetirali supernatant ter postopek ponovili še dvakrat. S tem smo sprali kri in odstranili 
določeno število eritrocitov. Postopek ni bilo potrebno ponavljati, saj imajo pri kokoših tudi 
eritrociti jedra z DNA. Po zadnji ponovitvi smo usedlino resuspendirali s 300 μl pufra za 
lizo (1 M Tris-HCl, 0,5 M EDTA, 20 % SDS, 5 M NaCl) in dodali 15 μl proteinaze K (10 
mg/ml) ter inkubirali čez noč pri 56°C ob mešanju na 500 obratih/min, s čimer smo dosegli 
lizo celic in razgradnjo beljakovin. Potem smo dodali 300 μl kloroform-izoamilalkohola, 
premešali in centrifugirali pri največji hitrosti za 15 minut. V novo označeno 
mikrocentrifugirko smo odpipetirali zgornjo fazo in postopek ponovili še enkrat. Po 
ponovitvi smo dodali 300 μl izopropanola ohlajenega na -20°C ter rahlo premešali in 
inkubirali v skrinji pri -20°C za 30 minut. S tem smo oborili DNA. Po inkubaciji je sledilo 
centrifugiranje za 15 minut s hitrostjo 14000 x g, Supernatant smo odstranili, usedlini pa 
dodali 500 μl 70-odstotnega etanola. Ponovili smo centrifugiranje pri 14000 x g za 15 minut 
in supernatant odstranili. Postopek z etanolom smo ponovili še enkrat in tako odstranili 
morebitne v vodi topne nečistoče, ki bi motile nadaljnje delo z DNA. Na koncu smo samo 
usedlino še enkrat centrifugirali. S pomočjo pipete smo odstranili ostanke etanola in 
počakali, da se na sobni temperaturi odprta mikrocentrifugirka posuši. Izolirano DNA smo 
raztopili v 100 μl TE pufra in jo hranili v hladilniku pri 4°C. Koncentracijo in čistočo DNA 
smo preverili spektrofotometrom NanoVue proizvajalca Biochrom. 
 
Zaradi različnih koncentracij DNA med vzorci smo jih najprej razredčili na isto 
koncentracijo 20 ng/μl. Uporabili smo naslednjo formulo: 
 
c₁×V₁=c₂×V₂                                                                                                                        (1) 
 
c₁…. koncentracija raztopine z izolirano DNA  
V₁…. volumen raztopine izolirane DNA za končno koncentracijo 
c₂…. končna koncentracija (20 ng/μl) 
V₂…. končni volumen (100 μl) 
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V novo označene mikrocentrifugirke smo odmerili izračunan volumen (1) raztopine z DNA 
(V₁) in razliko do 100 μl zapolnili z destilirano vodo. 
 
3.2.2 Verižna reakcija s polimerazo 
 
S PCR smo pomnožili 342 bp dolg odsek DNA. Začetni oligonukleotidi (ZO) za miRNA 
gga-miR-1658 so bili določeni predhodno (Jevšinek Skok in sod., 2013; Omejec, 2013) s 
pomočjo spletnega orodja Primer 3 (preglednica 1) (Untergasser et al., 2012). 
 
Preglednica 1: Zaporedji začetnih oligonukleotidov in temperatura prileganja za PCR 
miRNA Levi ZO  Desni ZO T prileganja ZO 
gga-mir-
1658 
GGCCTCACAGCAGGATTTAC GCATGCAATTTCCAAGTGTG 56°C 
ZO - začetni oligonukleotid; T – temperatura 
 
Za reakcijo smo najprej na hladilnem stojalu sestavili mešanico, v katero smo za posamezen 
vzorec dodali: 
 10 μl destilirane vode 
 3 μl pufra (20 mM Tris-HCl, 22 mM NH₄Cl, 22 mM KCl, 1.8 mM MgCl₂), 
OneTaq® DNA Polymerase proizvajalca New England Biolabs  
 1 μl raztopine z DNA (20 ng/μl) 
 0,3 μl dNTP (10 mM) 
 0,3 μl raztopine z levim začetnim oligonukleotidom (10 μM) 
 0,3 μl raztopine z desnim začetnim oligonukleotidom (10 μM) 
 0,08 μl polimeraze Taq (25 enot/ml), OneTaq® DNA Polymerase proizvajalca New 
England Biolabs  
 
Mešanico za PCR smo razporedili v vrstice z osmimi centrifugirkami (angl. strip), v vsako 
mikrocentrifugirko po 14 μl mešanice in 1 μl raztopine z DNA. Raztopino smo premešali z 
vibracijskim mešalnikom (angl. vortex) in na kratko centrifugirali. Centrifugirke smo 
vstavili v aparat za PCR, v katerega smo predhodno vnesli program za potek reakcije. 
Najprej je 2 min potekala denaturacija DNA pri 94°C. Sledilo je 35 ciklov, kjer je 
denaturacija pri 94°C potekala še 30 sekund, nato za 30 sekund prileganje in vezava začetnih 
oligonukleotidov pri 56°C ter podaljševanje verige DNA pri 68°C za 1 min. Po zadnjem 
ciklu smo sintezo komplementarne verige podaljšali še za 10 min pri 68°C. Uspešnost PCR 




Pred sekvenciranjem smo produkte PCR očistili z 1 μl FastAP (angl. fast thermosensitive 
alkaline phosphatase) (1 enota/µl) in 0,5 μl eksonukleaze I (ExoI) (20000 enot/ml). FastAP 
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odstrani odvečne dNTP-je, ExoI degradira ostanke začetnih nukleotidov in katalizira 
odstranitev nukleotidov na verigi DNA. V nove vrstice po osem mikrocentrifugirk smo 
dodali našteta encima in 6 μl produkta PCR, ostanek smo hranili v hladilniku na 4°C. Vzorce 
za čiščenje smo premešali, na kratko centrifugirali ter inkubirali v termostatu najprej za 30 
min pri 37°C in nato še za 15 min pri 85°C, s čimer so se deaktivirali encimi. Čiščenju je 
sledila sekvenčna reakcija, kjer smo v vsako mikrocentrifugirko na plošči za sekvenciranje 
dodali: 
 4 μl destilirane vode 
 3,5 μl očiščenega produkta PCR 
 1,5 μl pufra BigDye® Terminator v3.1. proizvajalca Applied Biosystems 
 1 μl raztopine z levim začetnim oligonukleotidom (10 μM) 
 0,5 μl barvila BigDye® Terminator v3.1 proizvajalca Applied Biosystems 
 
Mešanico smo dali v termostat, kjer je potekala inkubacija v treh sklopih. V prvem sklopu 
je pri 94°C 2 min potekala denaturacija, v drugem sklopu je sledilo 50 ponovitev: za 30 
sekund pri 94°C še naprej denaturacija, za 30 sekund pri 56°C prileganje levega začetnega 
oligonukleotida in za 1 min pri 68°C podaljševanje verige. Na koncu smo sintezo DNA 
podaljšali za 10 min pri 68°C. Za sekvenciranje smo uporabili samo levi začetni 
oligonukleotid, saj se je izkazalo, da desni deluje slabše in da že samo levi daje na koncu 
dovolj dobre rezultate. 
 
Produkte sekvenčne reakcije je bilo potrebno očistiti, kar smo izvedli s precipitacijo z 
etanolom in etilendiamintetraocetno kislino (EDTA). Ploščo s produkti sekvenčne reakcije 
smo najprej na kratko centrifugirali, potem dodali 2,5 µl 125 nM EDTA v vsako 
mikrocentrifugirko ter ponovno na hitro centrifugirali. S tem preprečimo nadaljnjo aktivnost 
encimov. V mikrocentrifugirke smo odmerili še 30 μl 100-odstotnega etanola. Zaprto ploščo 
smo nekajkrat obrnili in jo zaščiteno pred svetlobo za 15 min pustili na sobni temperaturi. 
Temu je sledilo centrifugiranje na najvišji hitrosti za 45 min. Po centrifugiranju smo 
odstranili etanol in plošče navzdol obrnjene ter podložene s papirjem še enkrat centrifugirali 
za 2 min s hitrostjo 200 x g. Da je izhlapel ves etanol, smo plošče zaščitene pred svetlobo še 
5 min pustili na sobni temperaturi. Suhim vzorcem smo dodali 12 μl formaldehida in še 
zadnjič na kratko centrifugirali. Plošče smo vstavili v aparaturo za kapilarno elektroforezo 
(avtomatski sekvenator) ABI Prism 310 proizvajalca Applied Biosystems.  
 
3.2.4 Statistična obdelava podatkov 
 
Za izračun povezav med genotipi na eni strani ter pitovnimi in klavnimi lastnostmi na drugi 
strani smo uporabili proceduro GLM (angl. general linear models) v sklopu statističnega 
paketa SAS/STAT (SAS Software 9.4, SAS Institute Inc., Cary, ZDA, 2016). Linearni model 
je bil naslednji: 
 
Pogorevc N. Analiza povezave med genetsko variabilnostjo … in klavnimi lastnostmi kokoši. 
   Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za zootehniko, 2018  
9 
 
𝑦𝑖𝑗𝑘𝑙𝑚  =   + 𝑆𝑖  +  𝑉𝑗  +  𝐷𝑘  +  𝐺𝑙  +  𝑏 (𝑀𝑖𝑗𝑘𝑙𝑚 – ?̅?) +  𝑒𝑖𝑗𝑘𝑙𝑚                                                  (2) 
 
yijklm = vrednost za opazovano lastnost 
 = srednja vrednost populacije 
Si = vpliv i-tega spola (i = 1, 2) 
Vj = vpliv j-tega valjenja (j = 1, 2) 
Dk = vpliv k-te F3 družine (j = 1, 2, 3, 4, 5) 
Gl = vpliv l-tega genotipa (l = 1, 2) 
b = regresijski koeficient za telesno maso pri 55. dnevu starosti 
Mijklm = telesna masa posamezne živali pri 55. dnevu starosti 
M̅ = povprečna telesna masa pri 55. dnevu starosti 
eijklm = ostanek 
 
Zaradi pozitivne korelacije med telesno maso živali pred klanjem (55. dan) in klavnimi 
lastnostmi, smo telesno maso pri 55. dnevu starosti v model (2) vključili kot neodvisno 
spremenljivko v linearni regresiji. Analizo variance smo izpeljali za vsak označevalec SNP 
posebej. Aditivni učinek (a) posameznega označevalca SNP smo ocenili kot polovico razlike 
med vrednostma dveh skupin homozigotov: a=½(aa–AA). Učinek dominance (d) smo na 
vsakem lokusu SNP ocenili kot razliko med vrednostjo heterozigotov in povprečjem 
vrednosti dveh skupin homozigotov: d=Aa−½(aa+AA), kar prikazuje shema na sliki 2. 
Statistično značilnost aditivnih učinkov in učinkov zaradi dominance smo izračunali s 
pomočjo ukaza ''contrast'', oceno učinkov a in d pa z aplikacijo ukaza ''estimate'' znotraj 








Slika 2: Eno-lokusni model za oceno aditivnih (a) in dominantnih (d) učinkov 
 
Frekvence alelov in genotipov za SNP-ja rs316300182 in rs1059378319 kot tudi njihova 
odstopanja od Hardy-Weinbergovega ravnotežja smo ugotavljali s spletno aplikacijo 
Enciklopedije za genetske epidemiološke študije dostopno na spletnem naslovu: 
http://www.oege.org/software/hardy-weinberg.html (Rodriguez in sod., 2009). Ali so 
dejanske (opažene) frekvence genotipov za določen označevalec SNP odstopale od frekvenc, 
ki smo jih pričakovali glede na Hardy-Weinbergov zakon, smo ugotavljali s hi-kvadrat (2) 
preizkusom. S tem testom smo preverjali veljavnost ničelne domneve (H0: 
2=0  dejanske 
frekvence so enake pričakovanim) oziroma alternativne domneve (H1: 
20  dejanske 
frekvence so različne od pričakovanih). Ker smo pri vsakem označevalcu SNP imeli tri 
Pogorevc N. Analiza povezave med genetsko variabilnostjo … in klavnimi lastnostmi kokoši. 
   Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za zootehniko, 2018  
10 
 
genotipe in dva alela, je bilo število stopinj prostosti 1 (3-2=1). Iz preglednice 2 
porazdelitve smo pri eni stopinji prostosti in 5 % stopnji tveganja razbrali kritično vrednost 
statistike, ki znaša 3,841. 
 
3.2.5 Bioinformacijske metode 
 
Za pridobitev informacije o lokaciji gga-mir-1658 v genomu kokoši, gostiteljskih genih, 
ortologih in polimorfizmih smo uporabili bioinformacijsko orodje Ensembl (verzija 93, julij 
2018) (Zerbino in sod., 2018) in podatkovno zbirko miRBase (verzija 22, marec 2018) 
(Kozomara in Griffiths-Jones, 2014). Predvidene tarčne gene za vezavo miRNA smo določili 
z orodji TargetScan (verzija 7.2, marec 2018) (Agarwal in sod., 2015), TargetScan Custom 
(verzija 5.2, junij 2011) (Lewis in sod., 2005) in miRDB (maj 2016) (Wong in Wang, 2015). 
Prav tako smo glede na program TargetScan določili regijo seed v miRNA. Pri programih 
TargetScan in miRDB smo v iskalni niz vpisali vrsto živali in ime miRNA. V program 
TargetScan Custom smo vnesli zaporedje sedmih nukleotidov zaporedja regije seed. Tako 
smo za mir-1658-3p vstavili zaporedje ''AGCTGTG'', za mir-1658-5p pa ''TATACCA''. 
Analizo bioloških poti, pri katerih sodelujejo predpostavljeni tarčni geni za miRNA smo 
izvedli z bioinformacijskim orodjem Reactome (verzija 65, junij 2018) (Fabregat in sod., 
2018). Za pridobitev podatkov o povezavah med transkripcijskimi dejavniki (TF, angl. 
transcription factor) in miRNA smo uporabili zbirko TransmiR (verzija 2.0, maj 2018) 
(Wang in sod.., 2010). Za pridobivanje podatkov o predhodno eksperimentalno potrjenih 
interakcijah med mir-1658 in tarčami smo uporabili podatkovno zbirko miRTarBase (verzija 
7.0, september 2017) (Chou in sod., 2018). Iz zbirke QTLdb (verzija 35, april 2018) (Hu in 
sod., 2016) smo pridobili lokuse kvantitativnih lastnosti (QTL; angl. quantitative trait loci), 
katerih genomska lokacija se prekriva z izbrano miRNA (9. kromosom: 23035126-
23035215 bp). Datoteke z rezultati iz avtomatskega sekvenatorja smo analizirali s 
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4.1 IZDELAVA ATLASA REGULATORNIH ELEMENTOV ZA miRNA 
 
Regulatorni atlas smo razdelili v tri sklope: 1. regulatorni elementi za miRNA gen, 2. 
prekrivajoči genski elementi, 3. tarčni geni, na katere se veže miRNA. Podatki, ki smo jih 
pridobili za izbrano miRNA gga-miR-1658 so zbrani v preglednici 2. Gen gga-mir-1658 se 
nahaja na 9. kromosomu. Leži v intronu protein-kodirajočega gena GMPS (angl. guanine 
monophosphate synthase). Iz pre-mir-1658 nastaneta dve zreli miRNA dolgi 22 
nukleotidov: mir-1658-5p in mir-1658-3p (slika 5).  
 
Preglednica 2: Pregled podatkov iz podatkovnih zbirk za miRNA gen gga-mir-1658 













povezave TF-miRNA (TransmiR) ni podatkov 















lokacija za miRNA gen (Ensembl) kromosom 9: 23035126-23035215 bp 
gostiteljski gen (Ensembl) GMPS 
lokacija znotraj gostiteljskega gena (Ensembl) intron 13 
število polimorfizmov v genu za gga-mir-1658 
(Ensembl) 
9 v pre-miRNA 
ortologi (Ensembl) 0 









število predpostavljenih tarčnih mest (TargetScan) 
mir-1658-3p: 994 mest v 867 različnih 
prepisih 
mir-1658-5p: 612 mest v 549 različnih 
prepisih 
število predpostavljenih tarčnih mest (TargetScan 
Custom) 
mir-1658-3p: 63 mest v 62 različnih 
prepisih 
mir-1658-5p: 44 mest v 44 različnih 
prepisih 
število predpostavljenih tarčnih mest (miRDB) 
mir-1658-3p: 258 mest 
mir-1658-5p: 118 mest 
interakcija miRNA-tarča (miRTarBase) 0 
 
V pre-miRNA gga-mir-1658 je glede na trenutno verzijo genomskega brskalnika Ensembl 
znanih devet polimorfizmov (preglednica 3). Preglednica 3 vsebuje tudi štiri polimorfizme, 
ki se nahajajo navzgor in navzdol od gena in so vključeni v produkt PCR in sekvenciranje 
(opisano v poglavju 4.2). Večinoma gre za polimorfizme posameznega nukleotida (SNP), tri 
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pa so insercije. Znotraj zrele miRNA se nahaja pet polimorfizmov, od teh so trije v regiji 
seed. V regiji pre-miRNA je sicer skupno 9 polimorfizmov. 
 
Preglednica 3: Polimorfizmi v genu za gga-mir-1658 
Lokacija  dbSNP ID Nukleotidna zamenjava 
navzgor od gena  rs737988902 substitucija T>G 
rs317517651 substitucija T>C 
rs316300182 substitucija C>G 
zrela miRNA  rs16681033* insercija G 
rs739440537 insercija A 
rs1057837431 insercija G 
rs16681032* substitucija C>T 
rs16681031* substitucija C>G 
pre-miRNA 
 
rs1058647979 substitucija C>A 
rs1059378319 substitucija C>T 
rs1058589762 substitucija G>A 
rs738454813 substitucija A>C 
navzdol od gena rs16681030 substitucija G>C 
*polimorfizmi se nahajajo v regiji seed 
 
Ortologov za gga-mir-1658 v genomskem brskalniku Ensembl ni oz. ti še niso anotirani. 
Vendar se pri poravnavi nukleotidnih zaporedij opazi večinsko ujemanje gga-mir-1658 z 
zaporedjem pri puri in delno ujemanje z zaporedjem pri avstralskem zebrastem ščinkavcu 
(angl. zebra finch) (slika 3). 
 
 
Slika 3: Poravnava zaporedja gga-mir-1658 z zaporedji pri puri in avstralskem zebrastem ščinkavcu 
 
V preglednici 4 so za obe zreli miRNA zbrani vsi tarčni geni, ki jih predvidevata 
bioinformacijski orodji TargetScan in miRDB. Z orodjem TargetScan Custom smo za miR-
1658-3p pridobili 63 predvidenih tarčnih mest iz 62 različnih prepisov (transkriptov) in za 
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AFF4 DCUN1D2 KCNV1 MYH10 SAMD13 VASH2 
AK5 EGFLAM KCTD16 PDLIM3 SGIP1 WWC1 
ARF1 HELZ KHDRBS3 PHTF2 SMAP2 YTHDC1 
ARHGAP20 HIF1A KIAA0232 PNISR SREK1 ZC3H6 
ARHGEF7 HMGB1 KIF16B PRPF18 STC1 ZC3H7B 
ASAP1 HPCAL1 LPPR4 PTPN4 TBC1D12 ZNF654 
BTBD11 HS3ST5 MAP4K3 REEP5 THSD7B 
CDC5L INSIG2 MAPK8 RRAS2 TNRC6A 
























ARHGAP19 CNTN1 KCNA1 NPAS2 RASSF9 TBL1XR1 
ARL3 DEK KIF3B NR2C2 RNF150 TET1 
ARSJ DR1 KPNA1 NUDT21 ROR1 TLN2 
ATP9A ENPP3 LAMTOR3 OSBPL11 RPTOR TMTC2 
ATRN FBXO33 MAGI2 PBX3 SASH1 UNC5D 
ATRX FN1 MICAL3 PDE8B SCN3A USP24 
BTG1 FZD4 MPP6 PLS1 SGIP1 VPS54 
CALD1 GAB2 MSRB3 POLR3F SLAIN2 WASL 
CBLB GRIA2 NAV2 PRDM1 SLC45A4 
CDKN2AIP HEYL NF1 PTPN4 SLTM 
CHD6 HHIPL1 NHS RAPGEF2 SUV420H1 
 
Z orodjem Rectome smo pridobili shemo bioloških poti pri človeku (slika 4), v katere so 
vključeni predpostavljeni tarčni geni iz preglednice 4. Intenzivneje kot so označene poti (od 
sive proti rjavi), več tarčnih genov je povezanih z njimi. Opazimo lahko, da veliko tarčnih 
genov sodeluje pri: prenosu signalov med celicami, imunskem odzivu, poteku bolezni, 
programirani celični smrti, metabolizmu in pri prepisovanju genov. 
 
 
Slika 4: Shema bioloških poti pri človeku, povezanih s predpostavljenimi tarčnimi geni gga-
mir-1658 
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Z lokusom gga-mir-1658 se prekriva 9 QTL-ov (preglednica 5). Sedem QTL-ov je 
povezanih z lastnostmi rasti (telesna masa, dnevni prirast, dolžina nog), eden je povezan z 
odpornostjo na bolezni in eden z zamaščenostjo. 
 
Preglednica 5: Devet QTL-ov, ki se prekrivajo z  genomsko lokacijo gena gga-mir-1658 
QTL 
ID 
Ime lastnosti v 





Klasifikacija lastnosti v 
skladu s QTLdb 
Vir 
7177 Telesna masa  
(1. dan)  
19669473-
23441680 
107-132 Proizvodnost > Rast > 
Telesna masa 
Ambo in sod., 
2009 




52-140,2 Proizvodnost > Rast > 
Telesna masa 
Nadaf in sod., 
2009 




Proizvodnost > Rast > 
Dolžina golenice 
Nadaf in sod., 
2009 




101-134 Zdravje > Odpornost na 
bolezni > Marekova bolezen 
Heifetz in sod., 
2009 
9443 Premer golenice 6503007-
23441680 
52-140,2 Proizvodnost > Rast > 
Premer golenice 
Nadaf in sod., 
2009 




61-128 Proizvodnost > 
Zamaščenost > Masa 
trebušne maščobe 
Ikeobi in sod., 
2002 




61-128 Proizvodnost > Rast > 
Telesna masa 
Podisi in sod., 
2013 




61-128 Proizvodnost > Rast > 
Telesna masa 
Podisi in sod., 
2013 




61-128 Proizvodnost > Rast > 
Povprečni dnevni prirast 
Podisi in sod., 
2013 
ID: Identifikacijska številka 
 
4. 2 ASOCIACIJSKA ANALIZA 
 
S sekvenciranjem smo analizirali 342 bp dolg odsek DNA, ki zajema gen za miRNA ter 
regiji navzgor in navzdol od gena. V tem odseku zaporedja se v genomskem brskalniku 
Ensembl nahaja 13 polimorfizmov. Rezultati sekvenciranja so pokazali, da se zaporedje gena 
za gga-mir-1658 pri naši populaciji razlikuje v dveh SNP-jih (priloga A). To sta 
rs316300182, kjer gre za zamenjavo C v G, in rs1059378319, kjer se C zamenja s T (slika 
5). Genotipov za SNP rs16681030 zaradi slabše kakovosti sekvenčnih produktov v regiji 
navzdol od gena nismo vključili v rezultate. Preverjanje povezave polimorfizma 
rs316300182 s pitovnimi in klavnimi lastnostmi smo opravili na 40 kokoših, v primeru 
polimorfizma rs1059378319 pa na 41 kokoših. Ostale kokoši smo zaradi slabših produktov 
sekvenciranja njihovih zaporedij izločili. Pri SNP-ju rs316300182 smo za živali določili vse 
tri genotipe: CC, GG in CG. Prav tako smo pri SNP-ju rs1059378319 določili tri genotipe: 
CC, CT in TT. Preverili smo vpliv omenjenih polimorfizmov na izmerjene pitovne in klavne 
lastnosti. Skupaj je bilo izmerjenih 12 lastnosti: masa jeter, masa srca, masa mlinčka, masa 
vranice, masa trebušne maščobe, masa očiščenega trupa, masa beder, masa prsi, masa stopal, 
telesna masa na 21. dan starosti, telesna masa na 55. dan starosti in klavnost. Z linearnim 
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modelom smo preverili povezavo z desetimi izmerjenimi lastnostmi. Izpustili smo klavnost, 
medtem ko smo telesno maso na 55. dan starosti vključili v regresijo. 
 
Preglednica 6: Frekvence alelov ter opažene in pričakovane frekvence genotipov za SNP-je rs316300182 (C/G) 
in rs1059378319 (C/T) 
dbSNP ID Frekvence alelov  Genotipski podatki Skupaj 
rs316300182  
Alel C Alel G  CC CG GG 
40 0,52 0,48 Opaženo razmerje genotipov 12 18 10 
2 = 0,38 Pričakovano razmerje genotipov 11,03 19,95 9,03 
rs1059378319  
Alel C Alel T  CC CT TT 
41 0,54 0,46 Opaženo razmerje genotipov 13 18 10 
2 = 0,56 Pričakovano razmerje genotipov 11,80 20,39 8,80 
 
Iz preglednice 6 lahko razberemo, da je v primeru obeh SNP-jev izračunani 2 manjši od 
teoretičnega (3,841), zato sprejmemo ničelno hipotezo. S tveganjem manjšim od 5 % lahko 
trdimo, da je za oba označevalca populacija v Hardy-Weinbergovem ravnovesju. O tem, da 
se genotipizirana populacija nahaja v genetskem ravnotežju govori tudi dejstvo, da 
zastopanost heterozigotov (CG, CT) ne presega 50 % (2pq  0,50). Kljub temu število 
heterozigotov znatno presega število vsakega od homozigotov in prav veliko število 
heterozigotov najverjetneje prispeva k uravnoteženim frekvencam alel v populaciji. 
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Slika 5: Zaporedje pre-mir-1658 z regijo navzgor od gena in pripadajočimi SNP-ji 
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Preglednica 7: Srednje vrednosti izračunane po metodi najmanjših kvadratov in standardne napake (LSM  
SE) za SNP rs316300182 
astnost 
Statistična značilnost 
vpliva genotipa  
(p vrednost) 




dominance 12 živali 18 živali 10 živali 












































































Telesna masa 21. 









p0,05 = povezava je; p  0,05 = povezave ni 
a,b LSM vrednosti znotraj iste vrstice z različnimi nadpisi (superskripti) se značilno razlikujejo na nivoju 
p0,05. 
 
V preglednicah 7 in 8 so prikazane srednje vrednosti izračunane po metodi najmanjših 
kvadratov s pripadajočimi standardnimi napakami za posamezne pitovne/klavne lastnosti in 
skupine genotipov glede na SNP-je rs316300182 in rs1059378319. SNP rs316300182 
nakazuje (p=0,0716) na genetsko povezavo z maso jeter, medtem ko SNP rs1059378319 
kaže na značilno (p0,05) genetsko povezavo z maso jeter. V primeru  rs316300182 so imele 
živali z genotipom CC za 5,66 g težja jetra (p=0,06) kot živali z genotipom CG (preglednica 
7). V primeru rs1059378319 so živali z genotipom CC imele za 5,91 g težja jetra (p=0,02) 
kot živali z genotipom CT (preglednica 8). Vplivi genotipov obeh SNP-jev na ostale 
proučevane lastnosti niso imeli statistično značilnih povezav, kot tudi posamezni aditivni 







Pogorevc N. Analiza povezave med genetsko variabilnostjo … in klavnimi lastnostmi kokoši. 
   Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za zootehniko, 2018  
18 
 
Preglednica 8: Srednje vrednosti izračunane po metodi najmanjših kvadratov in standardne napake (LSM  
SE) za SNP rs1059378319 
Lastnost 
Statistična značilnost 
vpliva genotipa  
(p vrednosti) 




dominance 13 živali 18 živali 10 živali 












































































Telesna masa 21. 









p0,05 = povezava je; p  0,05 = povezave ni 
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Raziskava obsega dva dela; razvoj atlasa regulatornih elementov za gga-mir-1658 in analizo 
povezave med SNPji (rs316300182 in rs1059378319) v genu za gga-mir-1658 ter pitovnimi 
in klavnimi lastnostmi pri kokoših. Atlas regulatornih elementov za izbrani gen razvijemo 
tako, da pridobimo podatke iz različnih genomskih podatkovnih zbirk in uporabimo različna 
bioinformacijska orodja. Predhodno so bili razviti regulatorni atlasi za miRNA pri človeku 
(Strmšek in Kunej, 2014) in govedu (Malovrh in sod. 2018). Na podoben način je bil razvit 
tudi atlas regulatornih elementov za protein-kodirajoči gen Tst pri miši (Beltram in sod., 
2016). Pri kokoših regulatorni atlas za miRNA še ni bil razvit. Za izbrano miRNA smo 
pridobili podatke o regulatornih elementih, ki uravnavajo izražanje miRNA, o njenih 
interakcijah s tarčami in o prekrivanju z drugimi elementi v genomu. Regulatorni atlas nam 
omogoča, da do sedaj znane podatke o določeni miRNA zberemo v celoto in s tem dobimo 
boljši pregled nad njenim mehanizmom regulacije genov. Zaradi celostnega pogleda na vse 
interakcije miRNA lahko bolj točno zastavljamo hipoteze in načrtujemo bolj usmerjene 
eksperimente. Obsežnost regulatornih atlasov je odvisna od števila in vsebine razpoložljivih 
spletnih orodij in zbirk. Pri človeku običajno najdemo več genomskih podatkovnih zbirk, s 
tem tudi več podatkov kot pri živalih. V raziskavi smo ugotovili, da je za kokoš na razpolago 
veliko manj podatkov kot za ostale vrste. Zbirke, ki smo jih uporabili, se razlikujejo v tem, 
kako pogosto jih posodabljajo in s kakšnim obsegom podatkov razpolagajo. Nenehne nove 
raziskave in odkritja lahko predstavljajo velik izziv pri posodabljanju podatkovnih zbirk. 
Nekatere zbirke so redno posodobljene in raziskovalci redno dodajajo nove informacije. 
Takšna redno nadgrajevana zbirka je na primer TargetScan (Agarwal in sod., 2015). V 
nekaterih zbirkah nismo našli podatkov za gga-mir-1658 (TransmiR, miRTarBase), kljub 
temu, da vključujejo podatke za kokoši (Wang in sod., 2010; Chou in sod., 2018). Določene 
zbirke podatkov o kokoših še ne vsebujejo kot na primer zbirka ChIPBase (verzija 2.3.4, 
november 2016) (Zhou in sod., 2017). Vendar pa je možno v primeru razvoja novih orodij 
ali novih odkritij regulatorni atlas redno posodabljati in širiti. 
 
Zaradi kompleksnosti področja, številnih podatkov in interakcij raziskovalci pred 
načrtovanjem poskusov ne zberejo vseh podatkov. V času naraščajočega števila genomskih 
podatkov je namreč vedno težje imeti pregled nad vsemi razpoložljivimi podatkovnimi 
zbirkami in orodji. Izdelani protokol za razvoj atlasa regulatornih elementov bo 
raziskovalcem omogočal, da bodo na podoben način lahko razvijali regulatorne atlase tudi 
za druge miRNA pri kokoših. 
 
Za razvoj regulatornega atlasa smo izbrali gga-mir-1658, ker je imela izmed 740 znanih 
miRNA največje število polimorfizmov v obeh regijah seed (Zorc in sod., 2015). Trenutna 
verzija zbirke miRBase (verzija 22) vsebuje že 882 miRNA (Kozomara in Griffiths-Jones, 
2014), zato bi bilo potrebno izdelati nov katalog polimorfizmov v miRNA genih s 
posodobljenimi podatki. Polimorfizmi v miRNA lahko vplivajo na prepisovanje in stabilnost 
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pri-miRNA ter pre-miRNA. V kolikor se polimorfizem nahaja v regiji seed, lahko to vpliva 
na izbiro in vezavo tarčnih genov ter privede do spremembe fenotipa, kar potrjujejo različne 
študije. V eni od takih so potrdili povezavo med SNP-jem v gga-miR-1614-3p in kakovostjo 
piščančjega mesa (Li in sod., 2013). Na primeru gga-mir-1658 sta povezavo med SNP v 
miRNA in proizvodnimi lastnostmi potrdila tudi Shi in Sun (2017). Znotraj regije seed pri 
gga-mir-1658 se nahaja SNP rs16681031, ki vpliva na lastnosti rasti pri kokoših. Ta rezultat 
je tudi v skladu z nekaterimi QTL-i za telesno maso in dnevni prirast, ki se prekrivajo z 
območjem gga-mir-1658. Na vzorcu naše populacije kokoši za SNP rs16681031 nismo 
ugotovili različnih genotipov, zato asociacijske analize ni bilo mogoče izvesti. V drugi 
študiji opisujejo vlogo gga-mir-1658 pri imunskem odgovoru na infekcijo z virusom ptičje 
gripe. Mikro RNA se veže  na gen NS1 iz virusnega genoma, od katerega je v določeni meri 
odvisna patogenost virusa, in s tem vpliva na potek obrambe organizma pred virusom (Asaf 
in sod., 2015). Zato ima gga-mir-1658 potencial na dveh področjih. Prvič, polimorfizmi 
znotraj njenega gena predstavljajo potencial za razvoj biooznačevalcev v selekciji kokoši. 
Poleg tega pa miRNA predstavlja kandidatko za razvoj novih bioterapevtskih zdravil proti 
virusom ptičje gripe, saj vezava na tarčne gene virusnega genoma vpliva na zmanjšanje 
patogenosti virusa.  
 
V potek imunskega odziva je vključeno večje število predpostavljenih tarčnih genov gga-
mir-1658. Prav tako jih veliko sodeluje pri ostalih bioloških poteh kot so komunikacija med 
celicami, programirana celična smrt, prepisovanje genov in metabolizem, kar kaže na 
kompleksnost delovanja gga-mir-1658. Povezave med tarčami glede na poti v katerih 
sodelujejo smo preverjali pri človeku. Ker je veliko bioloških poti primerljivih med vrstami, 
lahko nekatere povezave, ugotovljene pri človeku posplošimo tudi za kokoš. Ortologa za 
gga-mir-1658 pri človeku in ostalih vrstah v genomskem brskalniku Ensembl še ni ali ta ne 
obstaja. Prekrivajoče zaporedje pre-mir-1658 pri kokoši se sicer najbolj ujema  z zaporedjem 
pri puri in delno z zaporedjem pri avstralskem zebrastem ščinkavcu. V prihodnosti bi bilo 
smiselno raziskave o mir-1658 razširiti tudi na druge vrste perutnine in ostale rejne živali. 
 
V raziskavi smo potrdili povezave med polimorfizmi gena gga-miR-1658 in gospodarsko 
pomembnimi lastnostmi. Pri SNP-ju rs1059378319 gre za značilno povezavo z maso jeter. 
Homozigoti CC so imeli za 5,91 g težja jetra kot heterozigoti CT (p=0,02). Pri SNP-ju 
rs316300182 se povezava z maso jeter le nakazuje. Homozigoti CC so imeli za 5,66 g težja 
jetra kot heterozigoti CG (p=0,06). Glede na povezavo, ki smo jo v raziskavi potrdili, bi bilo 
nadalje potrebno eksperimentalno preveriti izražanje gga-mir-1658 kot tudi njenega 
gostiteljskega gena GMPS in njenih tarčnih genov v jetrih kokoši. V dosedanjih raziskavah 
teh podatkov nismo zasledili, vendar obstajajo za druge miRNA pri kokoših. V jetrih se npr. 
izražata gga-mir-5 in gga-mir-33, pri slednji so ugotovili povišano izražanje v prenatalnem 
obdobju v primerjavi s postnatalnim (Hicks in sod., 2010). Geni, ki se izražajo v jetrih, 
vplivajo na rast pri kokoših. Johnsson in sod. (2018) so odkrili, da se geni TRAK1, OSBPL8, 
YEATS4, CEP55 in PIP4K2B izražajo v jetrih in vplivajo na delovanje jeter ter posledično 
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na lastnosti rasti. V drugi raziskavi so odkrili, da SNP-ji v genu THRSPα, spremenijo 
funkcijo gena pri uravnavanju lipogeneze v jetrih (d'Andre Hirwa in sod., 2010). Potrebno 
bi bilo preveriti, ali so geni, ki se izražajo v jetrih tudi tarčni geni za katero od miRNA. 
 
Od devetih QTL-ov, ki se prekrivajo z lokacijo gena gga-mir-1658, so štirje povezani s 
telesno maso ob različnih starostih. Vsi štirje spadajo v kategorijo lastnosti rasti oz. pitovnih 
lastnosti. V enako kategorijo spadajo tudi izmerjene lastnosti, za katere smo v raziskavi 
preverjali povezavo z miRNA. Kot je razvidno na sliki 6, ki smo jo pridobili iz zbirke 
QTLdb, se QTL-i za maso jeter nahajajo na 20 različnih mestih v genomu kokoši. Na 
kromosomu 9, kjer se nahaja gga-mir-1658, ni QTL-ov za to lastnost. Vendar smo v 
raziskavi potrdili vpliv SNP-ja rs1059378319 na maso jeter. V prihodnje bi bilo zato dobro 
preveriti še druge genetske lokuse na tem območju v povezavi z maso jeter. 
 
 
Slika 6: QTL-i za maso jeter v genomu kokoši iz zbirke QTLdb (https://www.animalgenome. 
org/cgi-bin/QTLdb/GG/traitmap?trait_ID=2053) 
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Zanimivo bi bilo tudi raziskati, če se SNP-ji nahajajo znotraj vezave TF v regiji navzgor od 
gena gga-mir-1658, in nato z laboratorijsko analizo preveriti, ali SNP-ji v veznih mestih TF 
vplivajo na izražanje miRNA. Analiza z uporabo DNA mikromrež (angl. DNA microarrays) 
ali tehnologijo sekvenciranja nove generacije (angl. new generation sequencing, NGS) bi 
nam omogočila pogled na delovanje miRNA z drugačnim pristopom. S tem se ne bi 
osredotočili na posamezno miRNA, ampak bi izvedli asociacijsko študijo vseh miRNA na 
ravni celotnega genoma (angl. genome-wide association study) v povezavi z določeno 
lastnostjo. Dosedanji rezultati kažejo, da je gga-mir-1658 obetaven genetski element za 
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 Izdelali smo prvi protokol za izdelavo atlasa regulatornih elementov za miRNA pri 
kokoši. Za izbrano miRNA gga-miR-1658 smo izdelali atlas regulatornih elementov, 
ki vključuje tri sklope podatkov: 1) elementi, ki uravnavajo izražanje miRNA(angl. 
upstream regulation), 2) elementi, ki se prekrivajo z miRNA genom in 3) tarčne gene 
za gga-miR-1658. 
 
 Izdelani protokol za razvoj atlasa regulatornih elementov bo raziskovalcem 
omogočal, da bodo na podoben način lahko razvijali regulatorne atlase tudi za druge 
miRNA pri kokoših, kar bo omogočilo boljše načrtovanje poskusov in zastavljanje 
hipotez. 
 
 Hipotezo, ki se glasi »polimorfizmi posameznih nukleotidov v izbranih genih za 
nekodirajoče RNA vplivajo na gospodarsko pomembne lastnosti pri kokoših« smo 
potrdili, statistična analiza v populaciji kokoši je pokazala značilno povezavo z maso 
jeter. 
 
 V prihodnjih raziskavah bi bilo potrebno analizirati večje število kokoši in tudi 
kokoši drugih pasem. Prav tako bi bilo potrebno anotirati in funkcionalno analizirati 
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Mikro RNA uravnavajo izražanje genov. Zaradi svojega delovanja so v zadnjih letih postale 
predmet raziskav v povezavi z živinorejo. Na novo odkrite informacije so pokazale, da 
miRNA lahko vplivajo na spremembe fenotipa prireje rejnih živali. V kolikor gre za 
spremembe fenotipa pri gospodarsko pomembnih lastnostih, se lahko to odseva tudi v 
uspešnosti  prireje. V tem primeru postanejo miRNA uporabne tudi kot biooznačevalci v 
selekciji živali. Kot primer, smo v magistrski nalogi razvili atlas regulatornih elementov za 
izbrano miRNA, ki lahko olajša in usmeri raziskave miRNA pri rejnih živalih. Namen naloge 
je bil: 1. pridobiti znane genomske podatke o gga-mir-1658 pri kokoši in jih združiti v atlas 
regulatornih elementov za omenjeno miRNA in 2. z molekularno-genetskimi metodami 
analizirati povezavo med SNP-ji v gga-mir-1658 ter desetimi pitovnimi in klavnimi 
lastnostmi kokoši. V prvem delu smo združili informacije o gga-mir-1658 z informacijami 
iz osmih različnih podatkovnih zbirk in bioinformacijskih orodij. V drugem delu, smo s 
sekvenciranjem ugotovili, da se kokoši naše populacije med seboj razlikujejo v dveh SNP-
jih (rs316300182 in rs1059378319). Z asociacijsko analizo smo nato potrdili povezavo med 
SNP-jem rs1059378319 in maso jeter (p = 0,05). Živali z genotipom CC so imele za 5,91 g 
težja jetra (p = 0,02) kot živali z genotipom CT. Povezava med rs316300182 in maso jeter 
je bila le nakazana (p = 0,07). Živali z genotipom CC v primeru rs316300182 so imele za 
5,66 g težja jetra (p = 0,06) kot živali z genotipom CG. Povezave ostalih izmerjenih lastnosti 
s prej omenjenima SNP-jema niso bile statistično značilne. Rezultati nakazujejo na to, da je 
gga-mir-1658 zanimiva za nadaljnje raziskave. S testiranjem na večji in pasemsko bolj 
raznoliki populaciji bo možno bolje raziskati njen funkcionalni vpliv in njen potencial 
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Priloga A: Rezultati sekvenciranja za 41 kokoši 
 

















































































































































































































































25 13 C/G T/T T/T G/G -/- -/- T/T G/G C/C C/T G/G A/A 
15 13 G/G T/T T/T G/G -/- -/- T/T G/G C/C C/T G/G A/A 
39 2 C/G T/T T/T G/G -/- -/- T/T G/G C/C C/T G/G A/A 
24 34 C/G T/T T/T G/G -/- -/- T/T G/G C/C C/T G/G A/A 
12 2 C/C T/T T/T G/G -/- -/- T/T G/G C/C C/C G/G A/A 
18 34 C/C T/T T/T G/G -/- -/- T/T G/G C/C C/C G/G A/A 
54 1 C/G T/T T/T G/G -/- -/- T/T G/G C/C C/T G/G A/A 
13 2 C/G T/T T/T G/G -/- -/- T/T G/G C/C C/T G/G A/A 
11 34 C/C T/T T/T G/G -/- -/- T/T G/G C/C C/C G/G A/A 
3 1 C/G T/T T/T G/G -/- -/- T/T G/G C/C C/T G/G A/A 
17 34 C/G T/T T/T G/G -/- -/- T/T G/G 
    
36 2 C/C T/T T/T G/G -/- -/- T/T G/G C/C C/C G/G A/A 
28 1 C/G T/T T/T G/G -/- -/- T/T G/G C/C C/T G/G A/A 
19 34 C/C T/T T/T G/G -/- -/- T/T G/G C/C C/C G/G A/A 
39 34 
   
G/G -/- -/- T/T G/G C/C C/T G/G A/A 
37 13 C/G T/T T/T G/G -/- -/- T/T G/G C/C C/C G/G A/A 
13 2 C/G T/T T/T G/G -/- -/- T/T G/G C/C C/T G/G A/A 
15 4 G/G T/T T/T G/G -/- -/- T/T G/G C/C T/T G/G A/A 
26 13 C/G T/T T/T G/G -/- -/- T/T G/G C/C C/T G/G A/A 
58 1 G/G T/T T/T G/G -/- -/- T/T G/G C/C T/T G/G A/A 
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31 2 C/G T/T T/T G/G -/- -/- T/T G/G C/C C/T G/G A/A 
72 2 C/G T/T T/T G/G -/- -/- T/T G/G C/C C/T G/G A/A 
46 4 G/G T/T T/T G/G -/- -/- T/T G/G C/C T/T G/G A/A 
17 4 G/G T/T T/T G/G -/- -/- T/T G/G C/C T/T G/G A/A 
11 1 C/C T/T T/T G/G -/- -/- T/T G/G C/C C/C G/G A/A 
23 1 C/C T/T T/T G/G -/- -/- T/T G/G C/C C/C G/G A/A 
5 4 G/G T/T T/T G/G -/- -/- T/T G/G C/C T/T G/G A/A 
10 2 C/G T/T T/T G/G -/- -/- T/T G/G C/C C/T G/G A/A 
25 2 C/C T/T T/T G/G -/- -/- T/T G/G C/C C/C G/G A/A 
3 2 C/G T/T T/T G/G -/- -/- T/T G/G C/C C/T G/G A/A 
15 2 C/G T/T T/T G/G -/- -/- T/T G/G C/C C/T G/G A/A 
44 4 G/G T/T T/T G/G -/- -/- T/T G/G C/C T/T G/G A/A 
7 4 G/G T/T T/T G/G -/- -/- T/T G/G C/C T/T G/G A/A 
8 4 
  
T/T G/G -/- -/- T/T G/G C/C T/T G/G A/A 
14 4 G/G T/T T/T G/G -/- -/- T/T G/G C/C T/T G/G A/A 
32 13 C/G T/T T/T G/G -/- -/- T/T G/G C/C C/T G/G A/A 
42 2 C/C T/T T/T G/G -/- -/- T/T G/G C/C C/C G/G A/A 
11 2 C/C T/T T/T G/G -/- -/- T/T G/G C/C C/C G/G A/A 
44 13 C/G T/T T/T G/G -/- -/- T/T G/G C/C C/T G/G A/A 
17 2 C/C T/T T/T G/G -/- -/- T/T G/G C/C C/C G/G A/A 
16 4 G/G T/T T/T G/G -/- -/- T/T G/G C/C T/T G/G A/A 
 
